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ABSTRACT
Presence of Colletotrichum acutatum and 
Colletotrichum gloeosporioides on leatherleaf 
fern, key lime, papaya, star fruit and mango 
in Costa Rica and Florida (United States). 
Anthracnose is a disease caused by several 
species of the genus Colletotrichum on different 
hosts. C. acutatum and C. gloeosporioides are 2 
morphologically similar species that can cause 
similar disease symptoms on the same host. A 
total of 220 isolates of Colletotrichum species 
were collected from typical anthracnose lesions 
on leatherleaf fern (Rumohra adiantiformis), Key 
lime (Citrus aurantifolia), starfruit (Averrhoa 
carambola), papaya (Carica papaya) and mango 
(Mangifera indica) in Costa Rica and Florida. 
Isolates were characterized by colony morphology, 
benomyl sensitivity and PCR with specific 
primers for C. acutatum and C. gloeosporioides 
CaInt2 and Cg/fInt1, respectively. Of the 85 
isolates obtained from mango, all 33 isolates 
from Florida were identified as C. acutatum, 
whereas all isolates from Costa Rica were C. 
gloeosporioides. Out of 60 isolates obtained 
from starfruit, 3 isolates from Costa Rica were 
RESUMEN
La antracnosis es una enfermedad causada 
por varias especies del género Colletotrichum en 
diferentes hospederos. C. acutatum y C. gloeos-
porioides son especies morfológicamente simila-
res, que pueden causar síntomas similares en el 
mismo hospedero. Se colectaron 220 aislamien-
tos de Colletotrichum de muestras con síntomas 
típicos de antracnosis en helecho hoja de cuero 
(Rumohra adiantiformis), limón criollo (Citrus 
aurantifolia), carambola (Averrhoa carambola), 
papaya (Carica papaya) y mango (Mangifera 
indica) en Costa Rica y Florida, Estados Unidos. 
Los aislamientos se caracterizaron por morfolo-
gía de colonia, sensibilidad al benomil, y PCR 
con los iniciadores específicos para C. acutatum 
y  C. gloeosporioides  CaInt2 y Cg/fInt1, res-
pectivamente; también se analizó la morfología 
de las colonias de ambas especies. De los 85 
aislamientos obtenidos de mango, todos los ais-
lamientos de Florida fueron identificados como 
C. acutatum, mientras que todos los aislamientos 
de Costa Rica fueron C. gloeosporioides. De los 
60 aislamientos de carambola, 3 provenientes de 
Costa Rica fueron C. acutatum (primer informe) 
y el resto fueron C. gloeosporioides. Todos los AGRONOMÍA COSTARRICENSE 24
Agronomía Costarricense 37(1): 23-38. ISSN:0377-9424 / 2013
C. acutatum (first report) and the rest were 
C. gloosporioides. All isolates from leatherleaf 
fern (25 isolates) and Key lime (25 isolates) 
were identified as C. acutatum. All remaining 
isolates from startfruit and mango, as well as all 
isolates from papaya, were C. gloeosporioides. 
There was no symptom difference between both 
Colletotrichum species on those hosts were both 
species were found.
INTRODUCCIÓN
Colletotrichum acutatum J.H Simmonds 
es un patógeno que afecta a numerosos hospede-
ros en climas tropicales, subtropicales y templa-
dos (Bernstein et ál. 1995). Es el agente causal 
de la antracnosis en varios cultivos y de la caída 
prematura del fruto (PFD) en cítricos (Agostini 
et ál. 1992). El uso de técnicas moleculares y los 
avances en estudios de taxonomía y epidemiolo-
gía permitieron la identificación de C. acutatum 
como causante de antracnosis en varios casos 
en los que se consideraba a C. gloesosporioides 
como el agente causal (Freeman et ál. 2001).
Existen pocos estudios sobre la identifi-
cación a nivel de especie del agente causal de 
la antracnosis en Costa Rica; en frutales como 
papaya (Carica papaya), mango (Mangífera indi-
ca) y aguacate (Persea americana), la antracnosis 
poscosecha generalmente se ha relacionado a 
C. gloeosporioides como el agente causal de la 
enfermedad (Arauz 2000); sin embargo, nuevos 
informes en otras partes del mundo han identifi-
cado a C. acutatum asociado con la antracnosis 
en estos frutales, entre ellos en mango en Florida 
(Peres et ál. 2005, Rivera et ál. 2006). 
Freeman et ál. (2001) y Sreenivasaprasad 
y Talhinhas (2005); encontraron diferencias entre 
C. acutatum y C. gloeosporioides mediante 
técnicas moleculares y criterios morfológicos. 
Las principales características morfológicas, alta-
mente variables y subjetivas, utilizadas para 
distinguir C. acutatum de C. gloeosporioides y 
otras especies de Colletotrichum, son la forma de 
los conidios, la baja tasa de crecimiento, el color 
de la colonia y la secreción de pigmentos rojos o 
rosados al medio de cultivo (aislamientos cromo-
génicos) (Lardner et ál. 1999). 
Otro método utilizado para distinguir entre 
C. acutatum y C. gloeosporioides es la prueba 
de sensibilidad a benomil; Peres et ál.  (2004) 
encontraron una inhibición de un 80% en el creci-
miento de aislamientos de C. acutatum en cultivo 
in vitro con concentraciones de benomil de 1 
µg.ml-1, mientras que a esta misma concentración 
el crecimiento de C. gloeosporioides se inhibió 
totalmente. Asimismo encontraron aislamientos 
de C. gloeosporioides resistentes a benomil que 
no presentaron inhibición en su crecimiento. 
Las herramientas moleculares son efecti-
vas para distinguir entre las especies C. acutatum 
y C. gloeosporioides. Sreenivasaprasad et ál. 
(1996), Adaskaveg y Hartin (1997) y Schiller et 
ál. (2006), utilizaron exitosamente iniciadores 
específicos para C. acutatum (CaInt1 o CaInt2) 
combinados con el iniciador universal ITS4 para 
la detección del patógeno.
Entre los pocos estudios relacionados con 
C. acutatum en Costa Rica, se identificó como 
C. acutatum al agente causal de la antracnosis en 
fresa y helecho hoja cuero (Schiller et ál. 2006) 
y de la caída prematura de los frutos en cítricos 
(Arce 2003), mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).
aislamientos de helecho hoja de cuero (25 aisla-
mientos) y de limón criollo (25 aislamientos) se 
identificaron como C. acutatum. Los demás ais-
lamientos de carambola y mango así como todos 
los aislamientos de papaya, se identificaron como 
C. gloeosporioides. No se encontró diferencia-
ción de síntomas entre ambas especies sobre los 
hospederos donde se encontraron. BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 25
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El objetivo de este estudio fue identificar las 
especies de Colletotrichum causantes de antrac-
nosis en papaya, mango, carambola, helecho hoja 
de cuero y limón criollo en Costa Rica y Florida 
(USA), mediante la prueba de sensibilidad a beno-
mil y mediante PCR con iniciadores específicos.
MATERIALES y MÉTODOS
Muestreo de Colletotrichum spp., y 
mantenimiento de aislamientos 
Se colectaron muestras con síntomas de 
antracnosis en diferentes sitios y cultivos de 
Costa Rica y Florida durante el 2006, 2007 y 
2008 (Cuadro 1, Figura 1), se trasladaron al 
laboratorio en bolsas plásticas y se almacena-
ron a 4ºC. Al cabo de 24 o 48 h se realizaron 
los aislamientos y se tomaron fotografías de las 
lesiones.
Se realizaron aislamientos en medio 
Papa Dextrosa Agar (PDA) acidificado, a 
partir de la zona de avance de la lesión o 
directamente de raspados de acérvulos. Los 
aislamientos se mantuvieron en crecimiento 
con oscuridad a 24°C, durante mínimo una 
semana; se realizaron cultivos monospóricos 
de cada aislamiento.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 26
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Prueba de sensibilidad a benomil 
Del borde de la colonia de cada aislamien-
to monospórico se tomaron 4 cuadrados de 3 mm 
de lado; se transfirieron 2 secciones a platos Petri 
con PDA y los otros 2 a PDA con benomil (1µg.
ml-1). Se realizaron 3 repeticiones y se incubaron 
durante una semana en oscuridad a 24ºC. Se rea-
lizaron comparaciones visuales del crecimiento 
de la colonia para determinar la sensibilidad al 
benomil, según el crecimiento:
A: Tasa de crecimiento menor en medio PDA con 
benomil que en medio PDA
B: Tasa de crecimiento igual en medio PDA con 
benomil y en medio PDA
C: Ausencia de crecimiento en medio PDA con 
benomil
El caso A correspondería a C. acutatum 
sensible al benomil, el B a C. gloeosporioides 
resistente a benomil, y el C a C. gloeosporioides 
sensible a benomil.
Identificación por PCR con iniciadores 
específicos 
Se tomó un trozo micelio de la zona de 
crecimiento de cada aislamiento monospórico 
y se puso a crecer en 50 ml de medio líquido 
Emmerson (4 g de extracto de levadura, 15 g 
de almidón soluble, 1 g de K2HPO4 y 0,5 g de 
MgSO4 por litro) durante 3 días en agitación a 170 
rpm y luego se filtró al vacío con papel Whatman 
número 3. Se dejó durante toda la noche en un 
evaporador centrifugal. El ADN de los hongos se 
extrajo por medio del método CTAB (Xiao et ál. 
2004), que consiste en la utilización de un tam-
pón de extracción a base de Hexadeciltrinmetil-
bromuro de amonio (CTAB). 
Para la detección de C. acutatum se uti-
lizó el iniciador específico CaInt2 (5´-GGG-
GAAGCCTCTCGCGG-3´) (Sreenivasaprasad et 
ál. 1996) junto con el iniciador universal ITS4 
(5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) (White 
et ál. 1990). Para la detección de C. gloeospo-
rioides se utilizó el iniciador específico Cg/
fInt1 (5´-GACCCTCCCGGCCTCCCGCC-3´) 
Fig. 1.   Sitios muestreados para antracnosis en helecho hoja de cuero (Rumohra adiantiformis), limón criollo (Citrus auran-
tifolia), mango (Mangifera indica), papaya (Carica papaya) y carambola (Averrhoa carambola) en (A) Costa Rica 
y (B) Florida, Estados Unidos.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 28
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(Ureña-Padilla et ál. 2001) junto con el iniciador 
universal ITS4.
La amplificación se llevó a cabo en un 
volumen de reacción de 20 µl con una concentra-
ción final de: 1X de Buffer de PCR Perkin Elmer, 
1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM dNTP´s, 1µM CaInt2 
o Cg/fInt1, 1µM ITS4 y 1 U de Taq polimerasa 
(Applied Biosystems, Foster City, USA). En la 
reacción de PCR de C. acutatum además se aña-
dió glicerol al 6%.
Para la PCR de C. gloeosporioides usó el 
siguiente programa: 94°C por 5 min para la des-
naturalización del ADN y 26 ciclos de 94°C por 
1 min, 60°C por 2 min y 72°C por 2 min; luego 
72°C por 10 min y finalmente 4°C. Los paráme-
tros de temperatura para la PCR en el caso de C. 
acutatum fueron los mismos que para C. gloeos-
porioides pero con 32 ciclos (MacKenzie S.J. 
2008. Comunicación personal). Los productos de 
PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1,5% 
con bromuro de etidio incorporado y se visua-
lizaron con luz ultravioleta (UV). Se utilizaron 
como positivos aislamientos de la colección del 
laboratorio de fitopatología de la Universidad de 
Costa Rica de fresa y helecho hoja de cuero iden-
tificados previamente como C. gloeosporioides y 
C. acutatum respectivamente.
Medición de colonias y conidios de C. 
acutatum
Se midió el diámetro de 5 colonias y la 
longitud de 10 conidios escogidos al azar de 3 
aislamientos de mango (Mn10, Mn38 y Mn43) y 
2 aislamientos de carambola (Car1 y Car2) iden-
tificados todos como C. acutatum. Además, para 
fines comparativos, se midió el diámetro de colo-
nias de C. gloeosporioides de carambola y mango.
RESULTADOS
Muestreo de Colletotrichum spp., y 
caracterización de colonias
Se obtuvieron aislamientos a partir de 
lesiones de antracnosis de diferentes tejidos de 
helecho hoja de cuero, limón criollo, mango, 
papaya y carambola (Cuadro 1). En limón criollo 
la lesión consistió en la necrosis de las hojas con 
producción de acérvulos sobre lesiones viejas 
(Figura 2A y 2B). En limón criollo también se 
observaron lesiones y acérvulos en inflorescen-
cias y frutos. En carambola se definen claramente 
2 tipos de lesiones en fruto: una mancha necrótica 
irregular y una necrosis en los vértices de la fruta; 
sobre ambas lesiones hay producción de acérvu-
los (Figura 2C y 2D). En helecho hoja de cuero la 
lesión consistió en la necrosis de las frondas de la 
planta (Figura 2E y 2F).
En mango, las hojas presentaron lesiones 
irregulares de gran tamaño en los márgenes de 
las hojas, zonas necróticas en las venas, o peque-
ñas lesiones necróticas que con el tiempo se con-
virtieron en perforaciones. También se observó 
necrosis en flores y en el tallo de las panículas BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 29
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Fig. 2.   Síntomas típicos de antracnosis causados por Colletotrichum spp., en diferentes cultivos. (A, B) Hojas y ramas secas 
de limón criollo. (C, D) Carambola. (E, F) Helecho hoja de cuero.
(Figura 3A-H). En papaya, se encontraron lesio-
nes redondeadas, hundidas, con producción de 
acérvulos en fruto maduro e inmaduro y lesiones 
sin hundimientos y de color marrón llamadas 
mancha chocolate. En los pecíolos de las hojas se 
observaron lesiones pequeñas ovaladas con halos 
claros (Figura 4A-D). 
En total se obtuvieron 220 aislamientos 
identificados por características morfológicas 
como Colletotrichum sp. Además se recuperaron 
30 aislamientos correspondientes a otros hongos 
como  Fusarium  spp.  Pestalotia sp., y Macro-
phomina sp., provenientes de mango, papaya y 
carambola. AGRONOMÍA COSTARRICENSE 30
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Fig. 3.   Síntomas típicos de antracnosis causados por Colletotrichum spp., en mango. (A, B) Fruto momificado y fruto inma-
duro. (C, D) Hojas maduras. (E, F) Panículas y flores. (G, H) Hojas jóvenes.BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 31
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La morfología de las colonias fue varia-
ble (Figura 5) y esta variabilidad dependió de 
cada hospedero. Las colonias provenientes de 
mango fueron altamente variables en su mor-
fología (Figura 5A-F). Se obtuvieron colonias 
blancas y grises con masas naranjas de conidios 
distribuidas en toda la colonia o en el centro 
de la misma. Algunos aislamientos presentaron 
anillos concéntricos y puntos negros (estroma 
o micelio compactado) distribuidos por toda la 
colonia (Figura 5D). Algunos aislamientos gri-
ses presentaron micelio blanco en su perímetro 
(Figura 5F). Los aislamientos de C. acutatum 
de mango, provenientes de Florida, se caracte-
rizaron por la distribución de acérvulos naranja 
intenso, casi rojo, en toda la colonia (Figura 5I). 
En carambola y papaya, se obtuvieron colonias 
blancas y grises con masas naranjas de conidios 
distribuidas y en el centro de la colonia (Figura 
5G y H); de ambos hospederos se recuperaron 
colonias blancas con centro anaranjado. También 
se presentaron colonias grises con micelio blan-
co en el perímetro. En las colonias provenientes 
de papaya, se observaron anillos concéntricos. 
Los aislamientos provenientes de helecho hoja 
de cuero (Figura 5J) fueron grises con masas de 
conidios naranja (acérvulos) y estroma o micelio 
compacto. Se obtuvieron 2 tipos de colonias de 
limón criollo: blancas con el centro naranja y 
grises con algunas masas de conidios naranja 
(Figura 5K). Algunas colonias similares a las 
obtenidas de limón criollo, blancas con centro 
anaranjado, se recuperaron de carambola (Figura 
5L) y de papaya.
Fig. 4.   Síntomas típicos de antracnosis causados por Colletotrichum spp., en papaya. (A) Fruto maduro. (B) Pecíolo. (C) 
Mancha chocolate. (D) Fruto inmaduro.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 32
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Identificación por PCR con iniciadores 
específicos y prueba de sensibilidad a benomil
Todos los aislamientos provenientes de 
helecho hoja de cuero (25), y de limón criollo 
(25), 3 provenientes de carambola y 33 aisla-
mientos de mango de Florida resultaron positivos 
en la amplificación por PCR con el iniciador 
específico para C. acutatum CaInt2. El tamaño 
de la banda obtenida fue de 490 pb (Figura 6). 
Estos aislamientos resultaron negativos cuando 
se realizó la PCR con el iniciador específico 
para  C. gloeosporioides Cg/fInt1. El resto de 
aislamientos amplificaron en la PCR con el 
iniciador específico Cg/fInt1, específico para C. 
gloeosporioides, con el que se obtuvo una banda 
de 450 pb (Figura 6) y no amplificaron con el 
primer CaInt2. 
La mayoría de los aislamientos fueron 
sensibles a benomil; 95 aislamientos (43%) no 
presentaron crecimiento en el medio de PDA con 
benomil; 19 aislamientos (8,6%) tuvieron una tasa 
de crecimiento igual en ambos medios y 106 ais-
lamientos (48%) presentaron menor crecimiento 
en medio PDA con benomil que en PDA solo. 
(Cuadro 2).
Los 25 aislamientos de helecho hoja de 
cuero fueron identificados como C. acutatum en la 
prueba de sensibilidad a benomil y en la PCR. En 
limón criollo, sucedió lo mismo con 22 aislamien-
tos, mientras que otros 3 según la prueba de beno-
mil correspondían a C. gloeosporioides y según la 
PCR se trataba de C. acutatum (Cuadro 2).
En mango, los 33 aislamientos identifi-
cados como C. acutatum por la PCR, fueron 
identificados como C.acutatum también en la 
prueba de sensibilidad a benomil, 38 aislamientos 
fueron identificados como C. gloeosporioides en 
ambas pruebas y 5 aislamientos como C. gloeos-
porioides resistentes a benomil. Por otro lado, 
9 aislamientos de mango identificados como C. 
acutatum mediante la prueba de benomil, resul-
taron ser C. gloeosporioides con la PCR con 
iniciadores específicos.
Fig. 5.   Morfología de colonias de Colletotrichum spp. (A-F) C. gloeosporioides aislado de mango. (G) C. gloeosporioides 
de papaya. (H) C. gloeosporioides de carambola. (I) C. acutatum de mango. (J) C. acutatum de helecho hoja de 
cuero. (K) C. acutatum de limón criollo. (L) C. acutatum de carambola.BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 33
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Fig. 6.   (A) Fragmentos amplificados con los iniciadores CaInt2 x ITS4 para C. acutatum. (B) Fragmentos amplifica-
dos usando los iniciadores Cg/fInt1 x ITS4 para C. gloeosporioides. (1) Controles positivos para cada especie. 
Aislamientos provenientes de (2) helecho hoja de cuero, (3) limón criollo, (4) mango/C. acutatum, (5) carambola/C. 
acutatum, (6) mango/C. gloeosporioides, (7) carambola/C. gloeosporioides, (8) papaya.
Cuadro 2.  Sensibilidad a benomil de aislamientos según hospedero.
Número de aislamientos
Hospedero A B C
C.a* C.g** C.a C.g C.a C.g
Helecho hoja cuero 25 0 0 0 0 0
Limón criollo 22 0 3 0 0 0
Mango 33 9 0 5 0 38
Papaya 0 14 0 8 0 3
Carambola 3 0 0 3 0 54
Total 106 19 95
A: Tasa de crecimiento menor en medio PDA + benomil que en PDA (C. acutatum sensible a benomil).
B: Tasa de crecimiento igual en medio PDA con benomil y en medio PDA. (C. gloeosporioides resistente a benomil).
C: Ausencia de crecimiento en medio PDA con benomil. (C. gloeosporioides sensible a benomil).
*C. acutatum según resultados de la PCR.
** C. gloeosporioides según resultados de la PCR.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 34
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En el caso de papaya, los 14 aislamientos 
identificados como C. acutatum mediante la 
prueba de sensibilidad a benomil fueron iden-
tificados como C. gloeosporioides con la PCR. 
También se identificaron 11 aislamientos más 
como C. gloeosporioides con esta prueba, de los 
cuales 8 correspondieron a aislamientos resisten-
tes a benomil (Cuadro 2).
Por último, en carambola hubo concordan-
cia con los resultados obtenidos en la prueba de 
sensibilidad a benomil y en la PCR con iniciado-
res específicos (Cuadro 2).
Medición de colonias y conidios de C. 
acutatum
Los conidios de C. acutatum de mango 
fueron más grandes que los de carambola (Cua-
dro 3), mientras que el diámetro de la colonias 
procedentes carambola fue mayor que en las 
procedentes de mango. Las colonias de C. acu-
tatum presentaron una tasa de crecimiento menor 
que las colonias de C. gloeosporioides. Los 
conidios de C. acutatum provenientes de mango 
y carambola presentaron extremos fusiformes, 
al contrario de los conidios procedentes de C. 
gloeosporioides (Figura 7).
Cuadro 3.  Longitud de conidios y diámetro de colonias de aislamientos de C. acutatum y C. gloeosporioides de carambola y 
mango.
Aislamiento Longitud de conidio (µm)* Diámetro de colonia (cm)**
Carambola (Car 1) 6,3±0,67 6,10±0,26
Carambola (Car 2) 6,4±1,35 5,98±0,15
Carambola (C. gloeosporioides) No se midió 6,96±0,17
Mango (10) 8,8±0,92 4,68±0,22
Mango (38) 8,6±0,84 4,44±0,23
Mango (43) 8,7±1,33 4,62±0,28
Mango (C. gloeosporioides)  No se midió 6,08±0,11
*Promedio de 10 conidios por aislamiento±Desviación estándar.
**Promedio de 5 colonias por aislamiento±Desviación estándar.
Edad de los cultivos: 8 días.BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 35
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DISCUSIÓN
La morfología de las colonias y la sen-
sibilidad a benomil son características útiles 
para la identificación de C. acutatum y C. 
gloeosporioides. En este estudio se determinó 
la presencia de estos patógenos en helecho hoja 
de cuero, limón criollo, papaya, carambola y 
mango mediante la prueba de sensibilidad a 
benomil y mediante la PCR con iniciadores 
específicos como prueba definitiva y certera 
para la determinación de la especie. 
En el caso de limón criollo y helecho hoja 
de cuero se determinó a C. acutatum como agente 
causal de la antracnosis en estos hospederos, lo 
que corrobora los resultados obtenidos por Tim-
mer en Florida (2000) y Schiller et ál. (2006) en 
Costa Rica (2006). La prueba de benomil resultó 
ser una prueba confiable en ambos casos, como lo 
demostraron estudios anteriores en cítricos (Peres 
et ál. 2004).
La mayoría de informes sobre antracnosis 
en cultivos tropicales señalan a C. gloeosporioides 
como agente causal de la enfermedad (Liyanage 
et ál. 1992, Mills et ál. 1992); sin embargo, exis-
ten informes sobre C. acutatum como causante 
de antracnosis en hospederos tropicales (Whar-
ton y Diéguez 2004). En el presente estudio no se 
encontró evidencia de C. acutatum como causan-
te de la antracnosis en papaya y mango en Costa 
Rica, mientras que en carambola se encontraron 
3 aislamientos de C. acutatum. Al contrario, en 
Florida, para el caso de mango se aisló solamen-
te a C. acutatum de los tejidos muestreados, lo 
que refuerza los datos presentados por Rivera 
et ál. (2006). De carambola de Florida se aisló 
Fig. 7.   Conidios de C. acutatum y C. gloeosporioides. (A, B) C. acutatum de carambola. (C) C. gloeosporioides de caram-
bola. (D, E) C. acutatum de mango. (F) C. gloeosporioides de mango.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 36
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únicamente C. gloeosporioides. Tanto en mango 
como en carambola y papaya, no hubo diferencias 
entre los síntomas causados por C. acutatum y los 
inducidos por C. gloeosporioides. 
La prueba de benomil, aplicada como 
prueba única, no permitió la identificación de 
especies en la mayoría de los casos; el 96,5% los 
aislamientos identificados molecularmente como 
C. acutatum resultaron positivos en la prueba de 
benomil; sin embargo, solo 78,3% de los aisla-
mientos identificados como C. acutatum con la 
prueba de benomil fueron positivos en el análisis 
molecular.
El comportamiento de los aislamientos 
que presentaron igual crecimiento en medio con 
o sin benomil podría deberse a resistencia a este 
fungicida, pero se deben realizar más estudios 
para comprobarlo. La resistencia a benomil ha 
sido ampliamente documentada para C. gloeos-
porioides (Prior et ál. 1992, Barquero 2000) pero 
no para C. acutatum.
Asimismo, los 9 aislamientos de mango 
y los 14 de papaya identificados como C. acu-
tatum mediante la prueba de benomil, y como 
C. gloeosporioides con la PCR, podrían ser 
aislamientos de C. gloeosporioides que no son 
totalmente resistentes al benomil, pero sí empie-
zan a mostrar resistencia parcial a este fungicida 
(Cuadro 2). Por consiguiente, se deben vigilar las 
aplicaciones de benzimidazoles en estos cultivos 
ya que se observó una tendencia a la resistencia y 
resistencia total de los aislamientos de C. gloeos-
porioides proveniente de estos cultivos.
Con respecto a la morfología de las colo-
nias, ésta se debe establecer según el cultivo. En 
general, se definen las colonias de C. acutatum 
como colonias con una menor tasa de crecimiento 
(como lo demostraron las mediciones hechas en 
este estudio), de color blanco o naranja claro y 
algunas cromogénicas. Sin embargo, estas varia-
bles solamente se deberían analizar si existen 
muestras positivas de C. gloeosporioides o de C. 
acutatum en el hospedero que se analiza, para 
realizar una comparación objetiva.
La variabilidad en la morfología de las 
colonias provenientes de todos los cultivos 
analizados fue alta y en muchos casos el mismo 
aislamiento cambió su morfología al pasarlo a un 
medio de cultivo nuevo o al envejecer. Aislamien-
tos de mango, carambola y papaya mostraron 
fenotipos distintivos de C. acutatum, pero los 
análisis demostraron que se trataba de C. gloeos-
porioides;  asimismo aislamientos provenientes 
de helecho hoja de cuero identificados como 
C. acutatum, presentaron fenotipos similares a 
los de mango o papaya identificados como C. 
gloeosporioides.
La identificación por PCR de C. acutatum 
permitió posteriormente el análisis morfológico 
de estas colonias. Las colonias de C. acutatum 
provenientes de mango fueron blancas y con 
gran cantidad de acérvulos color naranja intenso 
(Figura 5G). Las colonias de C. acutatum de 
carambola fueron de color naranja claro, casi 
blanco, mucho más claras que las de C. gloeospo-
rioides, y los conidios de aislamientos de ambos 
hospederos presentaron extremos puntiagudos.
En las colonias provenientes de helecho, 
algunas fueron claras, color naranja y algunas 
fueron grises, mientras que las provenientes de 
limón criollo fueron en su mayoría claras. Por 
lo tanto, no se debería asignar ninguna caracte-
rística morfológica en general, o al menos no se 
debe identificar aislamientos de Colletotrichum 
sin tener un aislamiento con el cual comparar 
que provenga del mismo hospedero. Todas las 
herramientas deben utilizarse en conjunto para la 
adecuada identificación de especies ya que cada 
una de ellas por sí sola podría conducir a errores 
en la identificación o a un gasto innecesario de 
dinero, recursos humanos y tiempo. 
El hallazgo de C. acutatum en carambola 
tiene importantes implicaciones epidemiológicas 
y es el primer informe de esta especie en caram-
bola en Costa Rica. Aunque C. acutatum se 
encontró en menor frecuencia que causa antrac-
nosis, un manejo inadecuado de las aplicaciones 
de fungicidas en este cultivo podría conducir a 
la selección de C. acutatum, que podría llevar 
a un equilibrio entre las poblaciones de ambas 
especies o incluso el dominio de la población de 
C. acutatum sobre C. gloeosporioides debido a la BARQUERO et ál.: Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides en helecho hoja de cuero 37
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diferencia en sensibilidad a benomil entre ambas 
especies. Las mismas precauciones se deben de 
tener en cuenta al considerar el hallazgo de C. 
acutatum en mango en Florida. 
Aunque en este estudio no se demuestra la 
presencia de C. gloeosporioides en mango en las 
regiones muestreadas en Florida, inconsistencias 
en el desarrollo de epidemias de antracnosis en 
mango en esta región sugieren que existe diversi-
dad en las poblaciones del patógeno (Davis 1999). 
Davis (1999) y Rivera et ál. (2006) iden-
tificaron a C. gloeosporioides y C. acutatum 
que causa antracnosis en mango en Florida. El 
primero identificó un grupo (basado en RAPD 
y pruebas de patogenicidad) proveniente de ais-
lamientos de inflorescencias y frutos pequeños, 
menos virulento en hojas y frutos que otros 
aislamientos pero más virulento en inflorescen-
cias. Los miembros de este grupo al igual que 
los aislamientos realizados en este estudio y los 
realizados por Rivera et ál. (2006), presentaron 
esporas punteadas en ambos extremos, lo que 
corresponde a C. acutatum. A diferencia de Davis 
(1999) y Rivera et ál.  (2006), los aislamientos 
realizados en esta investigación provenían tam-
bién de hojas, además de inflorescencias, y no se 
realizaron aislamientos de frutos inmaduros. 
En comparación con el estudio realizado 
por Rivera et ál.  (2006), la distribución de 
C.acutatum fue más amplia, ya que en su estudio 
solamente logró aislar 8 individuos procedentes 
de Homestead, mientras que en la actual inves-
tigación se aisló de Miami y Tampa únicamente 
C. acutatum. Ambos muestreos fueron realizados 
con 7 años de diferencia, lo que indicaría que 
la estructura y distribución de las poblaciones 
de  Colletotrichum pudo haber variado con el 
tiempo ya que como se mencionó anteriormente, 
C. acutatum es mucho más resistente a benomil 
y azoxistrobina y el manejo de la enfermedad 
mediante estos productos pudo favorecer la pro-
liferación de C. acutatum como fue predicho por 
Rivera et ál. 2006.
Los resultados obtenidos en investiga-
ciones realizadas por otros autores indican que 
el análisis de las poblaciones mediante RAPDs 
podría arrojar resultados confusos, no es una 
metodología rigurosa debido a que individuos 
pertenecientes a una misma especie pueden ser 
divididos en grupos (Rivera et ál. 2006), con la 
identificación de especies por PCR con inicia-
dores específicos la mejor herramienta.
La diversidad de poblaciones en Florida 
ayuda a explicar por qué algunos cultivares 
de mango, resistentes a antracnosis, presentan 
susceptibilidad (Davis 1996) y además cobra 
importancia el hecho de determinar las especies 
presentes en cada zona antes de liberar varie-
dades resistentes. 
Finalmente, la humedad relativa y las 
temperaturas medias en los sitios muestreados en 
Florida son similares a las de las zonas en Costa 
Rica donde se produce mango, excepto por las 
variaciones a finales y principios de cada año, 
donde las 2 variables son menores en Florida. 
Estas similitudes en el clima, en conjunto con el 
comercio globalizado en la región y el manejo 
químico de la antracnosis en mango podrían 
conducir a cambios en las poblaciones de C. acu-
tatum y C. gloeosporioides presentes en las dife-
rentes zonas donde se da la producción de mango. 
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